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られている ofloxacinは光学異性体を持ち、(-)-S 体の抗菌作用は(+)-R 体の8~128 倍であり、
高い有効性と安全性が認められたため[2, 3]、(-)-S 体のみからなる levofloxacin (クラビット
®)として市販されている。さらにこの ofloxacin では、(+)-R 体の方が腎臓におけるカチオン
トランスポーターに対する親和性が高く、(+)-R 体の腎クリアランスが(-)-S 体に比べて大き
く、反対に肝臓におけるグルクロン酸化は(-)-S 体の方が大きいことが報告されている[4-6]。
また、光学分割された製剤として 2010 年に承認された cetirizine がある。Cetirizine はラセ
ミ体（光学異性体の等量混合物）の製剤（ジルテック®)が、アレルギー性鼻炎の治療薬とし
て市販されていた。Cetirizine の R 体は S 体に比べて、ヒスタミン H1 受容体に対する親和
性が高いことや、解離速度が緩徐である  [7] ことなどから、R 体単独製剤である
levocetirizine (ザイザル®) が 2010 年 12 月より販売開始となった。また、2012 年に本邦に
おいて睡眠導入剤として使用されている zopiclone（アモバン®）の S 体単独製剤である
eszopiclone（ルネスタ®）が承認された。この zopiclone は、R 体に比べて、S 体のほうが
GABA 受容体のベンゾジアゼピン結合部位における親和性が約 2 倍高いことから、光学分割
された [8]。近年、このように光学異性体単独製剤の開発が活発に行われている。 
例示した 3 剤は、薬効の本体である方の異性体のみが製剤化された。しかしながら、同様
に光学異性体を有する thalidomide では(+)-R 体は鎮静作用を示すが、(-)-S 体には抗炎症・
血管新生抑制作用が強く、非常に高い催奇形性を有することが知られている  [9]。
Thalidomide は(+)-R 体を単独で投与した場合でも、生体内ですみやかに(-)-S 体へ相互変換




選択的アドレナリン β2 受容体刺激薬である salbutamol は、ラセミ体として市販されてい
るが、β2受容体刺激作用のほとんどは(-)-R-salbutamol によるものである [11]。喘息患者に
おける臨床研究では、(+)-S-salbutamol に関連した顕著な毒性についてのエビデンスはない
が、動物実験や in vitro 実験において、(+)-S-salbutamol には平滑筋収縮や肺機能に有害効
果があると報告されていることや、異性体特異的な体内動態をもつことから、海外では
levosalbutamol として知られている R 体単独製剤が使用されている [12]。 
Clenbuterol (4-amino-α-[(tert-butylamino)methyl]-3,5- dichlorobenzyl alcohol) もまた、





この clenbuterol も一対の光学異性体を有するが、(-)-R-clenbuterol と(+)-S-clenbuterol 




た、(rac)-clenbuterol による骨塩量の低下が報告されている [18]。(-)-R-Clenbuterol には筋
肉増強作用があるが、(+)-S-clenbuterol は骨密度低下作用が示唆されている（未発表データ）。 
一方、体内動態に関して、clenbuterol ラセミ体としてはヒトを含めた報告がある[19-22]。
Kopitar ら [23] や Zimmer [24] によってラットにおける消失半減期や消失過程について示















 以上より、本研究では、まず血漿試料中の clenbuterol 異性体の特異的で高感度な分離定
量法を LC-MS/MS により確立した。ついで、その測定方法を用いて、clenbuterol 光学異性
体の相互変換の有無を調べた。さらに、clenbuterol の体内動態における光学特異性を明らか
































a)  (-)-R-clenbuterol 
b)  (+)-S-clenbuterol 
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第 2章 血漿中 Clenbuterol 光学異性体の定量法の開発 
1. 諸言 
 Clenbuterol ラセミ体を経口投与後の血漿中濃度は非常に低く、ラットへ 2 μg/kg 投与し
た時の最高血中濃度は 0.1 ng/mL と報告されている [21]。ラットのような小動物を用いた
clenbuterol 光学異性体の薬物動態学的研究においては、血漿中の光学異性体が測定可能な、
低濃度を測定できる高感度な分析方法が必要である。 
気管支喘息患者への適応量は、1 回 20 μg を 1 日 2 回内服である。一方、Kopitar らによ
る報告では、ラットへの clenbuterol 2 mg/kg 静脈内投与後の最高血中濃度は 850 ng/mL で、
これは放射ラベルされた clenbuterol により測定されている [23]。また、Yamamoto らの報
告では、ラットへの clenbuterol 2 μg/kg 経口投与後の最高血中濃度は 0.1 ng/mL であり、
これは EIA 法により clenbuterol により測定している [21]。また、ラットにおける静脈内単












10 nmol/mL (cu. 2.77 μg/mL) であり、小動物を用いた体内動態の解析には感度が不十分で
6 
ある。Capillary zone electrophoresis を用いた測定方法が報告されたが、3 mL の血漿を用
いて測定限界が 0.74 μg/mL であった [39]。 







(rac)-Clenbuterol、ammonium formate、LC-MS 用精製水および methanol LC-MS/MS 
CHROMASOL V® は、Sigma-Aldrich, Co. (MO, USA) より購入した。Carvedilol、
acetonitrile、diethyl ether およびリン酸緩衝剤粉末(1/15 mol/L、pH 7.4) は和光純薬(大阪) 
から購入した。(-)-R-Clenbuterol と(+)-S-clenbuterol は、（株）富士薬品より譲り受けた。 
Wistar 系雄性ラットは（有）熊谷重安商店 (Japan, Miyagi) から購入した。実験まで自由
摂食・摂水し、ケージの中で飼育した（室温 22-24℃、湿度 60％、7 時点灯、19 時消灯）。
実験 12 時間前より絶食させ、自由節水とした。下行大動脈より heparin 処理したシリンジを







LC-20AD、オートサンプラーに SIL-20AC、カラムオーブンに CTO-20AC (各島津製作所、
京都) を使用した。分離カラムは CHIROBIOTIC™ T (100 mm × 2.1 mm, 5 μm, Astec, 
NJ)、マイクロガードカラムは CHIROBIOTIC™ T ( 2 cm × 1.0 mm, 5 μm, Astec, NJ) を
用いた。移動相は methanol： 50 mM ammonium formate 水溶液＝95：5 v/v とし、各溶
液を 5 分間脱気(BRANSONIC® 5510J-DTH, Yamato) して用いた。カラム温度は 40℃、移
動相の流速は 0.2 mL/min、注入量は 10 µLとした。 
質量分析器(MS) は、API4000™ (AB SCIEX, MA, USA) 装置を使用して、エレクトロス
プレーイオン化 (ESI) 法、ポジティブモードで測定した。MRM (Multiple reaction 
monitoring) モードにて、clenbuterol は m/z 277.0[M+H]+ → 203.0、内標準物質である
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carvedilol は m/z 407.1 → 100.0 で測定した。質量分析部は四重極型である。またイオン源
パラメータは、コリジョンガス(CAD)：6、カーテンガス(CUR)：50 psi、イオンソースガス
1 (GS1)：50 psi、イオンソースガス 2 (GS2)：70 psi、イオンスプレーボルテージ(IS)：5500.0 
V、ヒーター温度(TEM)：600℃、デクラスタリングポテンシャル(DP)：56.0 V、エントラン
スポテンシャル(EP)：10.0 V、コリジョンエネルギー(CE)：23.0 V、コリジョンセルイグジ
ットポテンシャル(CXP)：12.0 V に各種設定した。 
 測定時間は 20 分とした。MS におけるプローブの細管のつまりを防ぐために、HPLC と
MS の間にバルブ(VICI®、Valco Instruments Co.inc.) を装着し、測定開始 4 分から 20 分
の間だけ HPLC から MS へ流入するように設定し、それ以外の時間は廃液とした。これら
の設定は、Analyst® 1.4 Software (AB SCIEX, MA, USA) で行った。 
またマススペクトルは、Analyst® 1.4 Software で分析した。 
 
抽出方法 
血漿試料 100 µL に内標準物質として carvedirol (1 µg/mL) 10 µL、methanol 10 µL を加
え、除タンパクを行うために acetonitrile 900 µL を加え、ボルテックスミキサー
(VORTEX-GENIE® 2, M&S Instruments Inc.) で 1 分間振とう混和後、遠心分離(MCX-150、
TOMY) した(18,000 g, 5 min)。さらにリン脂質を除去するため、その上清 900 µL を
HybridSPE-PPT (Sigma-Aldrich, MO) に直接注入し、遠心分離(2,000 g、3 min) を行い、
固相抽出してリン脂質を除去した。その後、その抽出液 10 µL を LC-MS/MS に注入した。 
 
検量線の作成 
(rac)-Clenbuterol のmethanol 標準溶液 10 µL を rat blank plasma 100 µL に添加して、
血漿中(rac)-clenbuterol 濃度が 0.5、1、2、5、10、20、50 および 100 ng/mL （エナンチ
オマーとして、0.25、0.5、1、2.5、5、10、25 および 50 ng/mL）となるように血漿試料を
調製した。この血漿試料に内標準物質として carvedilol (10 ng/mL) 10 µL を加え、上記抽出
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測定法の再現性は、inter-assay および intra-assay を行って評価した。Inter-assay につ
いては、血漿中(rac)-clenbuterol の 2、10 および 50 ng/mL (エナンチオマーとして 1、5 お
よび 25 ng/mL) の各濃度について、それぞれ同日、同サンプルを 6 回繰り返し測定し、そ
れらの測定値の変動係数 [CV(%)] を次式により算出した。Intra-assay については、
inter-assay と同じ各濃度について毎日調整し、6 日間にわたって抽出、測定を繰り返した。 
CV (%) = (     /   ) ×100      
ここで  は標準偏差を表す。 
 
測定法の回収率 （Recovery） 
測定法の再現性は、ラット血漿中(rac)-clenbuterol 濃度の 2、10 および 50 ng/mL (エナン
チオマーとして 1、5 および 25 ng/mL) の各濃度について検討した。血漿中から抽出したサ
ンプルと、抽出していない同濃度に調製したサンプルを測定し、以下の式により％Recovery 
を算出した。 
％Recovery = (extracted (-)-R- or (+)-S-clenbuterol area/unextracted (-)-R- or (+)-S 
clenbuterol area) × 100 
 
オートサンプラー内の安定性 （Stability experiments） 
オートサンプラー内での安定性を確認するため、ラット血漿中から抽出した測定用液を一
度測定した後、4℃で 24 時間保存し再度測定を行い、その結果を比較した。ラット血漿中
(rac)-clenbuterol 濃度の 2、10 および 50 ng/mL (エナンチオマーとして 1、5 および 25 
10 
ng/mL) の各濃度について検討した。以下の式により％Stability を算出した。 
％Stability = (first time determined (-)-R- or (+)-S-clenbuterol area/second time 
determined (-)-R- or (+)-S-clenbuterol area) × 100. 
 
マトリックス効果 （Matrix effect） 
マトリックス効果、保存している 3 ロットのラット血漿を用いて検討した。 
(rac)-clenbuterol 濃度の 2、10 および 50 ng/mL になるように、ラット血漿および精製水を
用いて調製した。以下の式により%Matrix Effect を算出した。 
%Matrix Effect = (peak area ratio in plasma - peak area ratio in water / peak 
area ratio in water) × 100 
 
本測定法の血漿試料への適用 
Wistar 系雄性ラット(250 ～350 g, n = 4)を背位固定し、ether 麻酔下にて大腿動脈と大
腿静脈にカニューレ(ポリエチレンチューブ sp31、夏目製作所、東京) を挿入した。ラットの
覚醒後、(rac)-clenbuterol 0.2、1 および 2 mg/kg をラットに急速静脈内投与した。投与後
0.5、1、3、6、9、12、24、36、48、60 および 72 時間に大腿部動脈より 300 µL を採血し、
その血液を 18,000 g で 5 分間遠心分離(MCX-150、TOMY) して血漿を得た。血漿中の








Clenbuterol および内標準物質(carvedilol) のマススペクトルをそれぞれ Figure 2 および
3 に示す。Analyst® 1.4 Software によって、最終的に clenbuterol のプリカーサーイオンは
277.0 m/z、プロダクトイオンは 203.0 m/z に最適化された。内標準物質のプリカーサーイオ
ンは 407.1 m/z、プロダクトイオンは 100.0 m/z に最適化された。Figure 2 において、最適
値とピーク値が異なっているのは、スキャンモードであり、四重極型が低分解能であること
に起因する。 
Figure 4 に、(-)-R-clenbuterol、(+)-S-clenbuterol を 1 pg ( 0.1 ng/mL methanol 溶液を
10 µL 注入 ) それぞれ測定したクロマトグラムを示す。 (-)-R-clenbuterol および
(+)-S-clenbuterol の保持時間は各々12.9 分と 14.6 分であった。(-)-R-clenbuterol には
(+)-S-clenbuterol の混入は見られなかったが、 (+)-S-clenbuterol には  7.04 % の
(-)-R-clenbuterol の混入が観察された。さらに血漿に内標準物質(IS) を添加したクロマトグ
ラムし、277.0 / 203.0 m/z をスキャンしたものと、407.1 / 100.0 m/z をスキャンしたクロマ
トグラムを示す。ベースラインはほぼ安定しており、clenbuterol の測定に内標準物質の影響
はないことが確認できた(Figure 5)。IS の保持時間は 13.1 分であった。また、血漿中に 2 
ng/mL (各エナンチオマーとして 1 ng/mL) となるように(rac)-clenbuterol を添加し、抽出し
た後に測定したクロマトグラムを Figure 6 に示す。両異性体は良好に分離された。 
Figure 7 に(-)-R-clenbuterol、(+)-S-clenbuterol の検量線を示す。血漿中濃度 0.25 ~ 50.0 
ng/mL の範囲内で相関係数 0.9998 および 0.9999 の良好な直線性を示した。定量下限は、







Figure 2  Mass spectra of clenbuterol precursor ion (A) and clenbuterol 






 +MS2 (278.01) CE (59): 10 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Clenbuterol_FinalPrdt_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 6.7e5 cps.







































 +MS2 (278.01) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Clenbuterol_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 1.6e6 cps.

















































 +MS2 (407.11) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of carvedilol_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 1.0e6 cps.






































56.2 95.2 180.0 282.8194.2168.0129.282.0 206.2151.2111.058.4 239.0 314.8 371.0261.4
 +MS2 (407.11) CE (79): 10 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of carvedilol_FinalPrdt_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 1.0e5 cps.



































































Figure 4  Mass chromatograms of (-)-R-clenbuterol (A) and (+)-S-clenbuterol 




XIC of +MRM (2 pairs): 277.000/203.000 Da ID: Clenbuterol from Sample 5 (R-CLN in MeOH 0.1ng/mL) of 13.1.1.wiff (Turbo Spray) Max. 3678.0 cps.





























XIC of +MRM (2 pairs): 277.000/203.000 Da ID: Clenbuterol from Sample 6 (S-CLN in MeOH 0.1ng/mL) of 13.1.1.wiff (Turbo Spray) Max. 2856.0 cps.






























































Figure 6  Mass chromatograms of 2 ng/mL (rac)-clenbuterol in rat plasma. 
  
XIC of +MRM (2 pairs): 277.000/203.000 Da ID: Clenbuterol from Sample 7 (rac-CLN in Plasma blank) of 13.1.1.wiff (Turbo Spray) Max. 1802.0 cps.





























XIC of +MRM (2 pairs): 277.000/203.000 Da ID: Clenbuterol from Sample 16 (rac-CLN in Plasma 2ng/mL) of 13.1.1.wiff (Turbo Spray) Max. 3292.0 cps.






































14.6 min (-)-R-clenbuterol 
12.9 min 
277.0 / 203.0 scan 
(clenbuterol) 















































































 各異性体の 1、5 および 25 ng/mL の 3 つの異なる濃度について行った測定法の再現性を
Table 1 に示す。Inter-assay における CV 値は、(-)-R- clenbuterol で 1.4 ~ 3.6 % の範囲
内であり、(+)-S- clenbuterol で 1.3 ~ 3.2 % の範囲内であった。Intra-assay における CV 値





 各異性体の 1、5 および 25 ng/mL の 3 つの異なる濃度について行った回収率の平均値（n 
= 3） は、(-)-R-clenbuterol が 108.6, 96.5 および 96.1%であった。(+)-S-clenbuterol が 96.7, 





性体の 1、5 および 25 ng/mL の 3 つの異なる濃度について行った安定性（%Stability）の
平均値（n = 3） は、(-)-R-clenbuterol が 99.4、97.0 and 94.7%であった。(+)-S-clenbuterol 







Table 1  Intra- and inter-day precision and accuracy in determination of 
clenbuterol enantiomers in rat plasma. 
 
 Nominal Mean ± S.D. Accuracya C.V.b 
 (ng/mL) (ng/mL)  (%) (%) 
 
Intra-day (n = 6) 
 (-)-R-clenbuterol 1 0.97 0.05 97.0 2.7 
  5 5.03 0.19 100.6 4.3 
  25 25.1 0.19 100.4 1.0 
 (+)-S-clenbuterol 1 0.97 0.04 97.0 3.2 
  5 5.01 0.24 100.2 4.5 
  25 24.9 0.14 99.6 1.4 
Inter-day (n = 6) 
 (-)-R-clenbuterol 1 1.04 0.04 104.0 3.6 
  5 4.63 0.1 92.6 2.1 
  25 25.4 0.36 101.6 1.4 
 (+)-S-clenbuterol 1 0.99 0.03 99.0 3.2 
  5 4.85 0.15 97.0 3.1 
  25 25.2 0.34 100.8 1.3 
 
a  Accuracy (%) is expressed as mean found concentration/nominal concentration × 100.  




 各異性体の 1、5 および 25 ng/mL の 3 つの異なる濃度について行ったマトリックス効果
（% Matrix Effect）の平均値（n = 3） は、(-)-R-clenbuterol が 8.4、13.5 および 15.4%で






 本測定法を、(rac)- clenbuterol 静脈内投与後に経時的に採血して得た血漿試料の分析に適
用した。Figure 8 に、0.2、1 および 2 mg/kg (rac)-clenbuterol をラットに静脈内投与後の
各異性体の血漿中濃度-時間推移を示す。0.2 mg/kg 投与後、36 時間まで各異性体の血漿中濃
度-時間推移の追跡が可能であった。2 mg/kg投与では 72 時間までの血漿中濃度の追跡が可
能であり、2 相性がみられた（Figure 8）。 
 台形近似法により 0.2、1 および 2 mg/kg の各投与量での AUC0→∞を算出した結果、
(-)-R-clenbuterol が 90、675 および 1,248 ng•hr/mL、(+)-S-clenbuterol が 122、777 お



























Figure 8  Plasma concentration versus time curves for (-)-R-clenbuterol (A) and 
(+)-S-clenbuterol (B) after intravenous administration of 0.2, 1 and 2 mg/kg 
























































Table 2  AUC0→∞ of (-)-R- and (+)-S-clenbuterol after intravenous 
administration of 0.2, 1 and 2 mg/kg (rac)-clenbuterol to rats. 
 
(rac)-clenbuterol  AUC0→∞ (µg・hr/mL)  
 Dose (mg/kg)  (-)-R-clenbuterol (+)-S-clenbuterol 
 
 0.2 0.090 ± 0.027 0.122 ± 0.032  
 1 0.675 ± 0.122  0.777 ± 0.235  














Figure 9  AUC0→∞ versus dose for (-)-R-clenbuterol (closed circle) and 
(+)-S-clenbuterol (open circle) after intravenous administration of 0.2, 1.0 and 























本章では、小動物における clenbuterol 異性体の体内動態を検討するために、LC-MS/MS 
を用いた血漿中 clenbuterol 異性体の測定法の確立を目的とした。 
Aboul-Enein ら[37] による HPLC-UV を用いた clenbuterol 異性体の測定法では、両性
のグリコペプチドであるテイコプラニンを多数の共有結合により 5 µm のシリカゲルに結合
させている固定相をベースとしており、キラル認識を行う特定部位を安定性よく保持するキ
ラルカラム(CHIROBIOTIC™ T) を使用しているため、clenbuterol 異性体を分離して測定
することが可能であったが、定量下限は各々70 ng/mL であった。それに対して、本測定法
は、同じキラルカラムを使用して clenbuterol 異性体の分離測定を可能としている点は




医薬品などの分析に多く用いられている ESI 法を選択し、さらに MS/MS モードの中でも、
複数のプリカーサーイオンからそれぞれのプロダクトイオンをペアで測定することができ、
高い選択性を背景に高い検出感度と S/N 比が得られ、最も検出限界値(LOD) が低い MRM 
モードにより測定した。その結果として、本測定法の定量下限は clenbuterol 各異性体共に
0.25 ng/mL であり、Aboul-Enein らの報告による定量下限より 1/280 もの低濃度が測定可
能であることが示された。 
抽出操作において血漿試料に対し約 10 倍量の acetonitrile 添加によるタンパク除去、効
率よくリン脂質を除去できる HybridSPE-PPT による固相抽出を行ったことによって、ベー
スラインの安定化が図れ、(-)-R- および(+)-S-clenbuterol を良好に分離でき、0.25 ng/mL と
いう定量下限を得ることができたと考えられる。 
また、HPLC の移動相を5 mM ammonium formate含有100 % methanol で行った場合、
23 
マイクロガードカラムやMS の試料導入部であるプローブの細管におけるつまりが発生した。
しかし、5 % の水を加えて 5 mM ammonium formate 含有 95% methanol とすることによ
って、つまりが解消された。これは、水の添加が ammonium formate の結晶化を防いだた
めと考えられる。 
薬物濃度測定法のバリデーションとして、検量線（linerity）、測定内および測定間の精度
と真度（inter-assay and intra-assay precision and accuracy）、回収率（recovery）および
安定性（stability）に関して試験した。Inter-assay における CV 値は、(-)-R- clenbuterol は
3.6 % 以下であり、(+)-S- clenbuterol は 3.2 % 以下であった。Intra-assay における CV 値
は、(-)-R- clenbuterol は 4.3 % 以下であり、(+)-S-clenbuterol は 3.2 % 以下であった。FDA
ガイダンス「Bioanalytical Method Validation」  [40]において、 Inter-assay および
intra-assay の CV 値は 15％以内とされている。本結果は、いずれにおいても良好な精度が




高い、高感度な測定法であると考えられる。また、0.2 mg/kg (rac)-clenbuterol 静脈内投与





第 3章 In vitro および in ｖivo における 
Clenbuterol光学異性体の相互変換に関する検討 
1. 諸言 
光学異性体を持つ薬剤である cetirizine [7]や ofloxacin [2-5] は、その光学異性体間で薬理
作用や薬物動態が異なることが明らかにされ、薬効本体を有する異性体のみの製剤化が行わ
れてきた。一方、thalidomide は(-)-S 体に非常に高い催奇形性を有することが知られている 















(rac)-Clenbuterol、ammonium formate、LC-MS 用精製水および methanol LC-MS/MS 
CHROMASOL V® は、Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis, MO, USA) より購入した。Carvedilol、
acetonitrile、diethyl ether、リン酸緩衝剤粉末(1/15 mol/L、pH 7.4)、1M HCl および 1M 
NaOH は和光純薬(大阪) から購入した。(-)-R-Clenbuterol と(+)-S-clenbuterol は、（株）富
士薬品より譲り受けた。 (-)-R-Clenbuterol および  (+)-S-clenbuterol の光学純度は、
(-)-R-clenbuterol が 99% ee 以上、(+)-S-clenbuterol が 85.9% ee ((-)-R-clenbuterol を 7.04% 
含有)であった。 
Wistar 系雄性ラットは（有）熊谷重安商店 (Japan, Miyagi) から購入した。実験まで自由
摂食・摂水し、ケージの中で飼育した（室温 22-24℃、湿度 60％、7 時点灯、19 時消灯）。
実験 12 時間前より絶食させ、自由節水とした。下行大動脈より heparin 処理したシリンジを




リン酸緩衝剤粉末 9.4 g を 1 L の精製水に溶解し(1/15 mol/L)、pH 7.4 のリン酸緩衝液
(PBS：phosphate buffered saline) を調製した。 
次に、(rac)-clenbuterol、(-)-R-clenbuterol および(+)-S-clenbuterol をそれぞれ 10 mg 秤
量した後、10 mL の精製水に溶解し、1 mg/mL (rac)-clenbuterol 水溶液、(-)-R-clenbuterol 
水溶液および(+)-S-clenbuterol 水溶液をそれぞれ調製した。 
さらに、上記で調製した 1 mg/mL (-)-R-clenbuterol および(+)-S-clenbuterol 水溶液を精製
水で希釈し、10 µg/mL (-)-R-clenbuterol 水溶液および(+)-S-clenbuterol 水溶液を調製した。 





第 1 章で確立した LC-MS/MS 測定法を改変し、LC-MS により測定した。 
血漿および尿試料中 clenbuterol の抽出法 
血漿試料 
血漿試料 100 µL に内標準物質として 100 ng/mL carvedilol 10 µL を加えた後、methanol 
10 µL を加えた。その後、acetonitrile 400 µL を加えて、ボルテックスミキサーで 1 分間振
とう混和後、遠心分離(18,000 g、5 min、MCX-150、TOMY)を行い、タンパク質を除去した。
次いで、上清 400 µL を HybridSPE-PPT (Sigma-Aldrich, MO) に直接注入し、遠心分離




PBS で 20 倍希釈した尿試料 100 µL に内標準物質として 100 ng/mL carvedilol を 10 µL
加えた後、methanol 10 µL を加えた。その後、acetonitrile 900 µL を加えて、ボルテック
スミキサーで 1 分間振とう混和後、遠心分離(18,000 g、5 min) を行った。次いで、上清 900 
µL を Hybrid SPE-PPT に直接注入し、遠心分離(2,000 g、3 min) を行った後、上記と同様




薬物無添加のラット血漿 100 µL に(rac)-clenbuterol methanol 溶液 10 µL を添加し、血
漿中(rac)-clenbuterol 濃度が 2、5、10、20、50 および 100 ng/mL となるように血漿試料
をそれぞれ調製した。次いで、各試料に内標準物質として 100 ng/mL carvedilol を 10 µL 加
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えた後、上記と同様の操作により抽出を行い、抽出液 10 µL を LC-MS に注入し定量を行っ
た。 





PBS で 20 倍希釈した薬物無添加のラット尿 100 µL に (rac)-clenbuterol methanol 溶
液 10 µL を添加し、尿中(rac)-clenbuterol 濃度が 2、5、10、20、50 および 100 ng/mL と
なるように尿試料をそれぞれ調製した。次いで、各試料に内標準物質として 100 ng/mL 
carvedilol を 10 µL 加えた後、上記と同様の操作により抽出を行い、抽出液 10 µL を LC-MS 
に注入し定量を行った。 






検出器 SPD-M20A および質量分析計 LCMS-2010EV から構成された液体クロマトグラフ/
質量分析計(島津製作所、京都) を使用した。 
LC 条件：カラムは CHIROBIOTIC™ T ( 100 mm × 2.1 mm, 5 μm, Astec, NJ) を用い、
マイクロガードカラムは CHIROBIOTIC™ T ( 2 cm × 1.0 mm, 5 μm, Astec, NJ) を用いた。
移動相は予め 5 分間脱気(BRANSONIC® 5510J-DTH, Yamato) した 5 mM ammonium 
formate (移動相 A) および methanol (移動相 B) の 5：95 の混液を用いた。流速は 0.25 
mL/min、カラム温度は 40℃ および注入量は 10 µL とした。 
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MS 条件：エレクトロスプレーイオン化 (ESI: electrospray ionization) 法のポジティブイ
オンモードによりイオン化を行い、選択イオンモニタリング (SIM：selected ion monitoring) 
法により2 種類の分子イオン (clenbuterol: m/z 277.0、内標準物質であるcarvedilol: m/z 
407.1) を2 チャンネルでモニターした。 
 
異性体相互変換の in vitro および in vivo 実験 
異性体相互変換に関する in vitro実験 
調製した 10 µg/mL clenbuterol 水溶液を 20 µL 取り、PBS 1980 µL で希釈し、100 ng/mL 
(-)-R-clenbuterol および(+)-S-clenbuterol の PBS 試料 2 mL を調製した後、各試料はエッ
ペンチューブに 100 µL ずつ分注した。次に、10 µg/mL clenbuterol 水溶液を 20 µL 取り、
薬物無添加のラット血漿 1980 µL を添加し、100 ng/mL (-)-R-clenbuterol および
(+)-S-clenbuterol 血漿試料 2 mL を調製した後、各試料はエッペンチューブに 100 µL ずつ
分注した。 
上記で作成したPBS 試料および血漿試料は、37℃ のヒーター(Dry Thermo Unit DTU-2B、
TAITEC) で 0、1、6、24 および 72 時間インキュベートした後、測定するまで-80℃ で凍結
保存した。 
 
pH 依存的異性体の相互変換に関する in vitro実験 （pH < 1および pH = 13） 
調製した 1 mg/mL (+)-S-clenbuterol 水溶液を 10 µL 取り、1M HCl 990 µL で希釈し、
10 µg/mL (+)-S-clenbuterol 水溶液 1 mL を調製した。さらに、調製した 1 mg/mL 
(+)-S-clenbuterol 水溶液を 10 µL 取り 1M HCl 990 µL で希釈して pH < 1 の 100 ng/mL 
(+)-S-clenbuterol 試料を調製した後、その試料をエッペンチューブに 50 µ Lずつ分注した。 
次に、1 mg/mL (+)-S-clenbuterol 水溶液を 10 µL 取り、0.1M NaOH 990 µL で希釈し、
10 µg/mL (+)-S-clenbuterol 水溶液 1 mL を調製した。さらに、調製した水溶液を 10 µL 取
り 0.1M NaOH 990 µL で希釈して pH = 13 の 100 ng/mL (+)-S-clenbuterol 試料を調製し
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た後、その試料をエッペンチューブに 50 µL ずつ分注した。 
上記で調製した pH < 1 の 100 ng/mL (+)-S-clenbuterol 試料および pH = 13 の 100 
ng/mL (+)-S-clenbuterol 試料は、37 ℃のヒーターで 0、1、6、24 および 72 時間インキュ
ベートを行った後、各試料に 50 µL ずつ 1 M NaOH もしくは 0.1M HCl を加えて振とう混
和し、中和を行った。各試料は測定するまで-80℃ で凍結保存した。 
 
異性体相互変換の in vivo 実験 
ラットを背位固定し、ether 麻酔下にて大腿動脈にカニューレ(ポリエチレンチューブ 
sp31、夏目製作所、東京) を挿入した。ラットの覚醒後、1 mg/mL (-)-R-clenbuterol および
(+)-S-clenbuterol を 1 mg/kg となるように、経口ゾンデを用いて経口投与した。投与後、
各所定時間(0.5、1、3、6、9、12、24、36、48、60 および 72 時間)に大腿部動脈より 300 µL 





夏目製作所、東京) を挿入した。ラットの覚醒後、1 mg/mL (-)-R-clenbuterol を 1 mg/kg と
なるように、カニューレを通じて、静脈内に急速投与した。投与後、各所定時間(0.5、1、3、
6、9、12 および 24 時間) に大腿部動脈より 300 µL ずつ採血し、遠心分離(18,000 g、5 min) 







異性体相互変換に関する in vitro実験 
PBS 水溶液中および血漿中における(-)-R-clenbuterol の相互変換について検討した結果
を Figure 10 に示す。0～72 時間の間、PBS 中および血漿中のいずれにおいても、
(-)-R-clenbuterol のピーク面積比にほとんど変化は見られず、また、対掌体である
(+)-S-clenbuterol は観測されなかった。同様に、PBS 水溶液中および血漿中における
(+)-S-clenbuterol 相互変換について検討した結果を Figure 11 に示す。(+)-S-clenbuterol の
ピーク面積比は、PBS 水溶液中および血漿中のいずれにおいても、0～72 時間の間、ほとん




pH 依存的異性体相互変換に関する in vitro 実験（pH < 1および pH = 13） 
1M HCl 水溶液中において、(+)-S-clenbuterol のピーク面積比は、0～24 時間にかけて減
少傾向を示し、これに対し、 (-)-R-clenbuterol は増加傾向を示した。 24 時間で
(+)-S-clenbuterol と(-)-R-clenbuterol は同じ濃度になり、ラセミ状態となった(Figure 12A)。
また、調製時(0 時間) の(+)-S-clenbuterol 濃度を 100%とすると、72 時間で 63%にまで徐々
に減少した(Figure 12B)。 
0.1M NaOH 水溶液中における (+)-S-clenbuterol の濃度は 72 時間に渡って、
(+)-S-clenbuterol は減少傾向を示すが、(-)-R-clenbuterol はほとんど変化しなかった。また、
(+)-S-clenbuterol に混入している (-)-R-clenbuterol の面積比は一定であった(Figure 13A)。


























Figure 10  Time courses of stability of (-)-R-clenbuterol in the phosphate buffer 
solution (pH 7.4) (A) and the rat plasma (B) containing 100 ng/mL of 
(-)-R-clenbuterol at 37 °C (n = 3, Mean ± SD). 



































































Figure 11  Time courses of stability of (+)-S-clenbuterol in the phosphate 
buffer solution (pH 7.4) (A) and the rat plasma (B) containing 100 ng/mL of 
(+)-S-clenbuterol (97%) and (-)-R-clenbuterol (7%) at 37 °C (n = 3, Mean ± SD).  




































































Figure 12  Time courses of the stability of (-)-R-clenbuterol (closed circle) and 
(+)-S-clenbuterol (open circle) (A), the sum of (-)-R-clenbuterol and 
(+)-S-clenbuterol (closed square) (B) in the strongly acidic solution (<pH 1) 
containing 100 ng/mL of (+)-S-clenbuterol (93%) and (-)-R-clenbuterol (7%) at 
37 °C (n = 3, Mean ± SD).  
(A) Interconversion (%) was calculated by R or Speak area / (Rpeak area + Speak area )×100%.   

































































Figure 13.  Time courses of the stability of (-)-R-clenbuterol (closed circle) and 
(+)-S-clenbuterol (open circle) (A), the sum of (-)-R-clenbuterol and 
(+)-S-clenbuterol (closed square) (B) in the strongly basic solution (pH 13) 
containing 100 ng/mL of (+)-S-clenbuterol (93%) and (-)-R-clenbuterol (7%) at 
37 °C (n = 3, Mean ± SD).  
(A) Interconversion (%) was calculated by R or Speak area / (Rpeak area + Speak area )×100%.   












































異性体相互変換に関する in vivo 実験 
生体内投与後の相互変換の有無を明らかにするために、ラットに各エナンチオマーを単独
投与し、その血中濃度を測定した。酸性条件下で相互変換が明らかになったため、胃内での
相互変換が想定され、経口投与を行った。Figure 14 に、1 mg/mL (-)-R-clenbuterol および
(+)-S-clenbuterol を 1 mg/kg となるように単独経口投与した後の血漿中濃度推移を示す。
(-)-R-clenbuterol 投与後 0～72 時間の間、血漿中に(+)-S-clenbuterol は検出されなかった
(Figure 14A)。一方、 (+)-S-clenbuterol を投与した場合、0～72 時間の間、血漿中に
(-)-R-clenbuterol および(+)-S-clenbuterol が検出されたが、(-)-R-clenbuterol の面積比はい
ずれの時点においてもほぼ一定であった(Figure 14B)。さらに、1 mg/mL (-)-R-clenbuterol を





























Figure 14.  Plasma concentration versus time curves for (-)-R-clenbuterol after 
single oral administration of 2 mg/kg (-)-R-clenbuterol to rats (A) (n = 4, Mean ± 
SD) and (-)-R –clenbuterol (closed circle) and (+)-S-clenbuterol (open circle) 
after single oral administration of 2 mg/kg (+)-S-clenbuterol to rats (B) (n = 3, 



















































光学異性体を有する薬剤のうち、nadolol [42] や esmolol [43] では生体内で相互変換は起
こらないが、thalidomide [1, 10]、ibuprofen [44] および carprofen [45] などでは相互変換が
起こることが明らかにされており、光学異性体の相互変換の有無や相互変換が起きる条件を
明らかにすることは、光学異性体の測定や体内動態を検討する上で重要である。 
そこで、in vitro における clenbuterol の相互変換の有無と安定性について調査した。pH 
7.4 の PBS 水溶液中において、37℃で 72 時間インキュベートを行ったところ、 
(-)-R-clenbuterol および (+)-S-clenbuterol 濃度は、いずれも減少することなくほぼ一定値
を示した。また、ラット血漿中においても(-)-R-clenbuterol および (+)-S-clenbuterol 濃度
は、先と同様にほぼ一定の値を示すことから、PBS 水溶液中および血漿中のいずれの条件下
においても、血漿中の酵素などによる相互変換や分解は起こらないことが示された。 




た。まず、(+)-S-clenbuterol に強酸性条件下として 1M HCl 水溶液を作用させたところ、 
(+)-S-clenbuterol はラセミ状態となったことから、強酸性条件下では相互変換することが示
された。すなわち、他のアドレナリン β2 受容体刺激薬と同様、clenbuterol も強酸性条件下
において、ベンジル位での相互変換が起こることが考えられた。一方、(+)-S-clenbuterol に






次に、in vivo における相互変換の検討を行った。clenbuterol と同じ β2 受容体刺激薬の
salbutamol は、有効性や安全性の面から、R-体の単独製剤である levosalbutamol が製剤化




および(+)-S-clenbuterol いずれにおいても、投与後 0～72 時間の間、血漿中に対掌体である 


























ウム®）が開発された。Methotrexate (MTX) は L 体の MTX のみからなる医薬品であるが、
proton-coupled folate transporter (PCFT) により腸管より取り込まれることが明らかにな
っている。L 体の MTX と光学異性体である D 体の MTX との PCFT を介した取り込みを
検討した場合、40 倍もの差が示され、トランスポーターにおける光学異性体選択性が示され
ている [48]。また、非ステロイド性抗炎症薬の etodolac は、R 体に比べて S 体のほうがヒ











ところで、Clenbuterol の体内動態の報告としては、Kopitar ら [23]や Zimmer [24]によ
ってラットにおける消失半減期や消失過程について示されており、ラットへ clenbuterol 2 
mg/kg 静脈内投与後の最高血中濃度は 850 ng/mL であった。また、Yamamoto ら [21] に
よって、ヒト、ラットおよびウサギに(rac)-clenbuterol を経口投与後の最高血中濃度、消失
半減期、タンパク結合率および尿中未変化体排泄量について検討されている。その結果、ラ



















(rac)-Clenbuterol、ammonium formate、LC-MS 用精製水および methanol LC-MS/MS 
CHROMASOL V® は、Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis, MO, USA) より購入した。Carvedilol、
acetonitrile、diethyl ether、およびリン酸緩衝剤粉末(1/15 mol/L、pH 7.4) は和光純薬(大阪) 
から購入した。(-)-R-clenbuterol および(+)-S-clenbuterol は（株）富士薬品より譲り受けた。 
Wistar 系雄性ラットは（有）熊谷重安商店 (Japan, Miyagi) から購入した。実験まで自由
摂食・摂水し、ケージの中で飼育した（室温 22-24℃、湿度 60％、7 時点灯、19 時消灯）。
実験 12 時間前より絶食させ、自由節水とした。下行大動脈より heparin 処理したシリンジ






第 1 章で確立した LC-MS/MS による測定法を用いた。 
抽出方法 
血漿 
血漿試料 100 µL に内標準物質である carvedilol (1 µg/mL) 10 µL、methanol10 µL を加
え、除タンパクを行うために acetonitrile 900 µL を加え、ボルテックスミキサーで 1 分間
振とう混和後、遠心分離(MCX-150、TOMY) した(18,000 g、5 min)。さらにリン脂質を除
去するため、その上清 900 µL を固相カラムである HybridSPE-PPT (Sigma-Aldrich, MO) 





PBS で 20 倍に希釈した尿および胆汁試料 100 µL に内標準物質である carvedilol (1 
µg/mL) 10 µL、methanol 10 µL を加え、除タンパクを行うために acetonitrile 900 µL を加
え、ボルテックスミキサーで 1 分間振とう混和後、遠心分離(MCX-150、TOMY) した(18,000 
g、5 min)。さらにリン脂質を除去するため、その上清 900 µL を固相カラムである
HybridSPE-PPT (Sigma-Aldrich, MO) に直接注入し、遠心(2,000 g、3 min) した。その後、




LC-20AD、オートサンプラーに SIL-20AC、カラムオーブンに CTO-20AC (各島津製作所；
京都) を使用した。カラムは CHIROBIOTIC™ T (100 mm x 2.1 mm, 5 μm, Astec, NJ)、マ
イクロガードカラムは CHIROBIOTIC™ T ( 2 cm x 1.0 mm, 5 μm, Astec, NJ) を用い、移動
相は methanol：milli-Q 水(Elix、MILLIPORE) (9：1 v/v) に ammonium formate を 5 mM 
となるように溶解し、5 分間脱気(BRANSONIC® 5510J-DTH, Yamato) した。カラム温度は
40℃、移動相の流速は 0.2 mL/min、注入量は 10 µL とした。 
質量分析器(MS) は、API4000™ (AB SCIEX, MA, USA) 装置を使用して、エレクトロス
プレーイオン化(ESI) 法、ポジティブモード、MRM (Multiple reaction monitoring) モード、
clenbuterol のQ1 は277.0 (m/z) およびQ3 は203.0 (m/z)、内標準物質である carvedilol の
Q1 は 407.1 (m/z) および Q3 は 100.0 (m/z) で測定した。質量分析部は四重極型である。ま
たイオン源パラメータは、コリジョンガス(CAD)：6、カーテンガス(CUR)：50 psi、イオン





Analyst® 1.4 Software で分析した。 
 (-)-R-clenbuterol、(+)-S-clenbuterol および IS の保持時間は、それぞれ 12.9 分、14.6 分
および 13.1 分であり、分離は良好であった。 
 
Clenbuterol 体内動態実験 （静脈内投与および十二指腸内投与） 
使用したラットの体重は 200‐320 g であった。薬物動態実験として、0.2、1および 2 mg/kg 
(rac)-clenbuterol を静脈内投与、2 mg/kg (rac)-clenbuterol を十二指腸内投与、1 mg/kg 
R-clenbuterol を静脈内投与により検討した。ラットを背位固定し、ether 麻酔下にて大腿動
脈および静脈にカニューレを挿入した。十二指腸内投与の場合は、さらに開腹し十二指腸に
カニューレを施し、腹部を縫合した。ラットの覚醒後、clenbuterol 薬液(1 mg/mL) を大腿
静脈もしくは十二指腸カニューレより注入し、0.5 mL の生理食塩水でフラッシュした。投与
後の各所定時間(0.5、1、3、6、9、12、24、36、48、60 および 72 時間) に大腿部動脈より
250 µL ずつ採血し、heparin 処理したマイクロチューブに回収した。血液は遠心分離(18,000 
g、5 min) を行い、血漿試料を得た。血漿試料は、濃度測定するまで-30℃で凍結保存した。 
 
In Situ吸収実験 
ラットを背位固定し、ether 麻酔下にて開腹し、回盲部より 1 cm 上部から長さ 10 cm の
回腸の両端を結紮し、腸管ループを作成した。作成した腸管ループにカニューレを挿入した
後、消化管を腹部に戻し、縫合した。ラットの覚醒後、(rac)-clenbuterol 100 µg/0.5 mL/head 
をカニューレより腸管ループ内に急速投与した。投与後 10、30、60 および 180 分に腸管ル












入した。ラットの覚醒後、カニューレを通じて 2 mg/kg (rac)-clenbuterol を静脈内に急速投
与した。投与後 0～3、3～6、6～12 および 12～24 時間の尿試料を膀胱カニューレより回収
し、尿量を測定した。投与後の各所定時間(0.5、1、3、6、9、12 および 24 時間) に大腿部
動脈より 250 µL ずつ採血し、heparin 処理したマイクロチューブに回収した。血液は遠心





入した。ラットの覚醒後、カニューレを通じて 2 mg/kg (rac)-clenbuterol を静脈内に急速投
与した。投与後 0～3、3～6、6～12 および 12～24 時間の胆汁を胆管カニューレより回収し、
胆汁量を測定した。投与後の各所定時間(0.5、1、3、6、9、12 および 24 時間)に大腿部動脈
より 250 µL ずつ採血し、heparin 処理したマイクロチューブに回収した。血液は遠心分離





への clenbuterol の吸着は認められなかった。 
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薬物無添加のラット血漿を、(rac)-clenbuterol 20、100 および 200 ng/mL (エナンチオマー
として 10、50 および 100 ng/mL) に調製し、血漿試料 1 mL をそれぞれ 37℃のヒーターで
30 分間インキュベートを行った後、各血漿試料から 100 µL ずつ新しいエッペンチューブに
分注し、このろ過前の血漿試料中薬物濃度を Ct (total concentration) とした。残りの血漿試
料 900 µL はそれぞれ Centrifree MPS (MILLIPORE) に注入後、遠心分離 ( 2,000 g、10 
min) を行い、ろ液中の血漿試料中薬物濃度を Cf (free fraction concentration) とした。この
時、正確に血漿試料中非タンパク結合型薬物濃度の測定を行うために、ろ液量が全血漿試料
量 ( 900 µL) の 15～20% 以下であることを確認した。また、血漿タンパク結合形分率を次
式を用いて算出した。  
                             
                                  
                               




イルは、MOMENT (EXCEL) [51] を用いてノン-コンパートメントモデル解析を行った。投
与後 0 時間から T 時間までの血中濃度時間曲線下面積(AUC0→T) は、台形近似法により求め
た。投与後 0 時間から無限時間までの血中濃度時間曲線下面積(AUC0→∞) および 1 次モーメ
ント曲線下面積 (AUMC) は、台形近似法に外装法を組み合わせて求めた。平均滞留時間
(MRT) は、MRT = AUMC / AUC0-∞ により求めた。消失速度定数(ke) は最終消失相の回帰
分析により求め、消失半減期(t1/2) は 0.693 / ke により算出した。静脈内投与後の全身クリア
ランス(CLtot) は、Dose / AUC0-∞ により算出した。分布容積(Vdss) は、MRT × CLtot により
算出した。 
バイオアベイラビリティは以下の式により算出した。 
%F = [AUC0-∞( i.d.) × Dose(i.v.)/ AUC0-∞(i.v.) × Dose(i.d.)] × 100 
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腎クリアランスおよび胆汁クリアランスは、尿中および胆汁中に排泄された未変化体の量
を AUC0→T で除することにより求めた。 
 
組織分布の実験 
 ラットに 2 mg/kg (rac)-clenbuterol を頚静脈より投与し、3、24、および 36 時間後に中
心動脈より全血液を採取した後、肝臓、肺、腎臓、眼球、膀胱、気管支、大腿骨、心臓およ
び大腿筋を採取した。PBS（pH7.4） を用いて肝臓は 10 倍、肝臓以外の組織は 5 倍に希釈
およびホモジネートした後、血漿と同様の方法にて抽出した。大腿骨は乳鉢上で液体窒素に
て凍結させながら粉砕した後、PBS を用いて希釈・ホモジネートした。Kp 値は組織濃度を










(rac)-clenbuterol 静脈内投与後の各異性体の血漿中濃度推移を調べた。第 1 章静脈内投与の
結果より、直線性を示し、かつ最終消失相が明確に観察できる投与量として、2 mg/kg を用
いることにした。(rac)-Clenbuterol 2 mg/kg を静脈内投与後の血漿中薬物濃度-時間推移を
Figure 15 に示す。投与初期から 9 時間までの血漿中濃度は (+)-S-clenbuterol が
(-)-R-clenbuterol よりも高く推移し、投与後 12 時間以降では (-)-R-clenbuterol が
(+)-S-clenbuterol に比べ高く推移していた。 
 
Figure 15  Plasma concentration versus time curves for (-)-R-clenbuterol 
(closed circles) and (+)-S-clenbuterol (open circles) after i.v. administration of 2 




パラメータを Table 3 に示す。 (rac)-Clenbuterol 2 mg/kg を静脈内投与後の
(-)-R-clenbuterol および(+)-S-clenbuterol の AUC0→∞ は、それぞれ 1.25 ± 0.18 µg•hr/mL 
(mean ± SD, n = 4)、および 1.51 ± 0.35 µg•hr/mL と算出され、異性体間で有意な差は認め
られなかった。一方、 (-)-R-clenbuterol の  CLtot は 13.5 ± 1.8 mL/min/kg であり、
(+)-S-clenbuterol: 11.5 ± 2.7 mL/min/kg よりも大きかった。AUC0→∞ に差が認められなかっ
たにもかかわらず、CLtot に差が認められたのは、体重のばらつきによるものと考えられる。
MRT はまた、(-)-R-clenbuterol の方が(+)-S-clenbuterol よりも長かった。(-)-R-clenbuterol 
の Vdss は 9.17 ± 2.76 L/kg であり、(+)-S-clenbuterol: 4.14 ± 1.00 L/kg よりも有意に大きか
った。 
 
Table 3  Pharmacokinetic parameters of clenbuterol enantiomers after i.v. and 
i.d. administration of 2 mg/kg (rac)-clenbuterol to rats. 
 
 (-)-R-clenbuterol (+)-S-clenbuterol 
i.v. 
AUC0→∞ (μg･hr/mL) 1.25 ± 0.18 1.51 ± 0.35 
MRT (hr) 11.2 ± 2.0 6.0 ± 0.7 * 
t1/2  (hr) 19.1 ± 5.5 14.1 ± 5.1 * 
CLtot  (mL/min/kg) 13.5 ± 1.8 11.5 ± 2.7 * 
Vdss  (L/kg) 9.17 ± 2.76 4.14 ± 1.00 * 
Moment analysis of clenbuterol from plasma concentration after i.v. administration of 
(rac)-clenbuterol (2 mg/kg) to rats (298 ± 27 g, n = 4).  
* Significant difference between (-)-R-clenbuterol and (+)-S-clenbuterol at p < 0.05; Student’s t 
test. 
AUC0→∞, area under the plasma concentration-time curve from time zero to infinity; MRT, mean 
residence time; t1/2, terminal half-life; CLtot, total body clearance; Vdss, distribution volume at 






血漿中濃度推移を検討した。(rac)-Clenbuterol 2 mg/kg を十二指腸内投与後、血漿中濃度は、
投与後 15 分において両異性体ともにすでに最高血中濃度に達しており、Cmax（投与 15 分
後の濃度）は、(-)-R-clenbuterol が 124.8 ± 41.5 ng/mL、(+)-S-clenbuterol が 195.1 ± 77.7 
ng/mL であった（Figure 16）。投与初期から 9 時間までの血漿中濃度は(+)-S-clenbuterol が







Figure 16  Plasma concentration versus time curves (-)-R-clenbuterol (closed 
circles) and (+)-S-clenbuterol (open circles) after i.d. administration of 2 mg/kg 




この血中濃度推移より算出した十二指腸内投与後の薬物動態学的パラメータを Table 4 に
示す。静脈内投与後の AUC と十二指腸内投与後の AUC を用いて、十二指腸内投与後のバ
イオアベイラビリティ(F) の算出した結果、(-)-R-clenbuterol は 92％、(+)-S-clenbuterol は
102％であった。 (-)-R-clenbuterol の CLtot/F は 15.6 ± 3.8 mL/min/kg であり、
(+)-S-clenbuterol: 11.7 ± 3.5 mL/min/kg よりも大きかった。また、(-)-R-clenbuterol の
Vdss/F は 10.3 ± 2.9 L/kg であり、(-)-S-clenbuterol: 5.0 ± 1.5 L/kg よりも有意に大きかった。 
 
Table 4  Pharmacokinetic parameters of clenbuterol enantiomers after i.v. and 
i.d. administration of 2 mg/kg (rac)-clenbuterol to rats. 
 
 (-)-R-clenbuterol (+)-S-clenbuterol 
i.d. 
AUC0→∞ (μg･hr/mL) 1.15 ± 0.42 1.52 ± 0.46 *  
MRT (hr) 11.1 ± 2.1 7.1 ± 0.7 * 
t1/2  (hr) 12.9 ± 4.9 5.4 ± 1.0 * 
F (%) 92.0 ± 33.6 101.0 ± 30.2 
CLtot/F  (mL/min/kg) 15.6 ± 3.8 11.7 ± 3.5 * 
Vdss/F  (L/kg) 10.3 ± 2.9 5.0 ± 1.5 * 
 
Moment analysis of clenbuterol from plasma concentration after i.d. administration of 
(rac)-clenbuterol (2 mg/kg) to rats (235 ± 29 g, n = 5).  
* Significant difference between (-)-R-clenbuterol and (+)-S-clenbuterol at p < 0.05; Student’s t 
test. 
AUC0→∞, area under the plasma concentration-time curve from time zero to infinity; MRT, mean 
residence time; t1/2, terminal half-life; CLtot, total body clearance; Vdss, distribution volume at 
steady state.  
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In Situ吸収実験 
 さらに、腸管吸収の光学異性体間の差を明確にするために、in situ 吸収実験として腸管ル
ープからの吸収率を求めた。投与後 10 分における腸管ループ内残存量から求めた吸収率は、
(-)-R-clenbuterol で 31.7%、(+)-S-clenbuterol で 32.0%であった。また、30 分後では、そ





Figure 17  Time course of absorped percentage from intestinal lumen for 
(-)-R-clenbuterol (closed circles) and (+)-S-clenbuterol (open circles) after 
administration into the closed intestinal loop of 100 μg/head (rac)-clenbuterol 




























した。(rac)-Clenbuterol 2 mg/kg を静脈内投与したところ、投与後 24 時間までにほぼ尿中
未変化体排泄はほぼプラトーに達していた（Figure 18）。24 時間における排泄率は、
(-)-R-clenbuterol が 19.7 ± 1.2％、(+)-S-clenbuterol が 22.3 ± 1.5％であり、(+)-S-clenbuterol 
の方が有意に高かった。腎クリアランスを算出した結果、(-)-R-clenbuterol は 4.9 ± 0.7 




Figure 18  Cumulative urinary excretion of (-)-R-clenbuterol (closed circles) 
and (+)-S-clenbuterol (open circles) shown as % of dose after i.v. administration 
of 2 mg/kg (rac)-clenbuterol to rats. (n = 5, Mean ± S.D.). *p < 0.05, 
(-)-R-clenbuterol vs. (+)-S-clenbuterol.  
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胆汁中未変化体排泄率 
 胆汁排泄に関して検討するために、胆汁中未変化体排泄量を測定した。(rac)-Clenbuterol 2 
mg/kg を静脈内投与したところ、24 時間における排泄率は、(-)-R-clenbuterol で 7.7 ± 1.8％、
(+)-S-clenbuterol で 3.3 ± 0.4％であった（Figure 19）。投与量に対する胆汁中未変化体排泄
率は 5％前後と、全体に占める割合が小さいが、(-)-R-clenbuterol の排泄率の方が大きかっ
た。胆汁クリアランスを算出した結果、(-)-R-clenbuterol は 1.62 ± 0.88 mL/min/kg であり、
(+)-S-clenbuterol は 0.45 ± 0.23 mL/min/kg であり、(-)-R-clenbuterol の方が排泄速度が有
意に高かった。 
Figure 19  Cumulative biliary excretion ratio of (-)-R-clenbuterol (closed circles) 
and (+)-S-clenbuterol (open circles) after i.v. administration of 2 mg/kg 
(rac)-clenbuterol to rats. (n = 5, Mean ± S.D.). *p < 0.05, (-)-R-clenbuterol vs. 








50 および 100 ng/mL の時、それぞれ 52.6、46.4 および 47.6%であった。(+)-S-clenbuterol 
の血漿中タンパク非結合形分率は、それぞれ 34.0、31.4 および 33.9%であった。(-)-R-およ
び(+)-S-clenbuterol の血漿中タンパク非結合形分率の平均は48.8 ± 3.1および33.1 ± 1.5 (%)
であり、異性体間で有意な差が認められた（Table 5）。 
 
Table 5  Plasma protein unbound fraction (%) of (-)-R-clenbuterol and 
(+)-S-clenbuterol. 
 
Concentration (-)-R-clenbuterol (+)-S-clenbuterol 
 
 10 ng/mL 52.6 ± 0.5 34.0 ±  1.5 *  
 50 ng/mL  46.4 ± 2.5  31.4 ± 0.8 *  
 100 ng/mL 47.6 ± 0.5 33.9 ± 0.3 *  
   mean 48.8 ± 3.1 33.1 ± 1.5 *  
Appropriate amounts of (rac)-clenbuterol were added to rat drug-free plasma to give final 
concentrations of 20, 100 and 200 ng/mL (10, 50 and 100 ng/mL, respectively, as enantiomer 
concentration). Each value represents the mean ± S.D. (n = 3).  








および(+)-S-clenbuterol の濃度は 17.7 ± 5.2 ng/g tissue および 22.9 ± 4.8 ng/g tissue であ
り、(+)-S-clenbuterol のほうが 1.3 倍高く、また腎臓も(+)-S-clenbuterol のほうが有意に高
い濃度であった。治療効果を示す組織である肺では(-)-R- および(+)-S-clenbuterol がそれぞ
れ 10.2 ± 8.1 ng/mL および 9.84 ± 7.48 ng/mL、膀胱ではそれぞれ 5.51 ± 0.52 ng/mL およ
び 5.93 ± 1.90 ng/mL であり、有意な差は見られなかった。また、副次的作用を示す大腿骨
ではそれぞれ 4.29 ± 1.13 ng/mL および 3.70 ± 0.71 ng/mL であり、(-)-R-clenbuterol が高い
傾向は示すものの有意な差は見られなかった。心臓ではそれぞれ 2.74 ± 0.47 ng/mL および
1.97 ± 0.18 ng/mL であり、(-)-R-clenbuterol のほうが有意に高い濃度を示した。血漿中濃度
は、(-)-R- および(+)-S-clenbuterol がそれぞれ 3.92 ± 2.22 ng/mL および 0.95 ± 0.28 ng/mL 
であり、この血漿中濃度と血漿中タンパク非結合形分率の結果を用いて Kp および Kp,f を算
出した。その結果、Kp および Kp,f は、いずれの組織においても(+)-S-clenbuterol のほうが
有意に大きかった(Table 7)。 
 静脈内投与後の 3、および 24 時間における組織内濃度（肝臓、腎臓、および肺）を測定し、
36 時間の結果と共に比較した（Table 8）。投与後 3 時間における血漿中濃度は(-)-R- および
(+)-S-clenbuterol がそれぞれ 32.9 ± 1.1 ng/mL および 24.2 ± 1.2 ng/mL であり、
(+)-S-clenbuterol が高い値を示し、その一方、組織中濃度および Kp 値はいずれの組織にお
いても(-)-R-clenbuterol が高かった。投与後 24 時間においては、血漿中濃度は(-)-R- およ
び(+)-S-clenbuterol がそれぞれ 12.2 ± 5.2 ng/mL および 5.2 ± 1.3 ng/mL であり、




Table 6  Tissue concentration of (-)-R-clenbuterol and (+)-S-clenbuterol at 36 
hours after intravenous administration of (rac)-clenbuterol. 
 
 Concentration (ng/g tissue) 
Tissue (-)-R-clenbuterol (+)-S-clenbuterol 
Liver 17.7 ± 5.2 22.9 ± 4.8 * 
Lung 10.2 ± 8.1 9.84 ±  7.48 
Kidney 6.90 ± 2.19 10.8 ± 1.9 * 
Eye 6.31 ± 2.34 6.56 ± 2.13 
Urinary bladder 5.51 ± 0.52 5.93 ± 1.90 
Tracheal tube 5.14 ± 1.54 5.56 ± 2.00 
Bone 4.29 ± 1.13 3.70 ± 0.71 
Heart 2.74 ± 0.47 1.97 ± 0.18 * 
Muscle 1.85 ± 0.31 1.71 ± 0.28 * 
Plasma (ng/mL) 3.92 ± 2.22 0.95 ± 0.28 * 
 
(rac)-Clenbuterol (2 mg/kg) was administered intravenously to rats.  At 36 hours after 
administration, rats were decapitated and the plasma and tissues were isolated and weighed.  
Each value represents the mean ± S.D. (n = 5).  
* Significantly different between (-)-R-clenbuterol and (+)-S-clenbuterol at p < 0.05; Student’s t 
test.  
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Table 7  Tissue-to-plasma concentration ratio (Kp) of (-)-R-clenbuterol and 
(+)-S-clenbuterol at 36 hours after intravenous administration of 
(rac)-clenbuterol. 
 
 Kp Kp,f  
Tissue (-)-R- (+)-S- (-)-R- (+)-S- 
 clenbuterol clenbuterol  clenbuterol clenbuterol 
Liver  5.28 ± 2.19 24.9 ± 5.8 * 10.0 ± 4.2 73.1 ± 17.1 * 
Lung 2.63 ± 1.04 9.75 ±  4.69 * 5.01 ± 1.97 28.7 ± 13.8 * 
Kidney  1.99 ± 0.65  11.8 ± 3.0 * 3.79 ± 1.24 34.8 ± 8.9 * 
Eye  1.74 ± 0.36 6.96 ± 1.46 * 3.31 ± 0.68 20.5 ± 4.3 * 
Urinary bladder  1.72 ± 0.76 6.82 ± 3.31 * 3.26 ± 1.45 20.1 ± 9.7 * 
Tracheal tube  1.53 ± 0.61 6.30 ± 3.18 * 2.91 ± 1.16 18.5 ± 9.4 * 
Bone  1.24 ± 0.36 4.07 ± 1.20 * 2.36 ± 0.68 12.0 ± 3.5 * 
Heart  0.83 ± 0.31 2.17 ± 0.42 * 1.58 ± 0.59 6.39 ± 1.24 * 
Muscle  0.58 ± 0.28 1.91 ± 0.60 * 1.10 ± 0.54 5.61 ± 1.75 * 
 
(rac)-Clenbuterol (2 mg/kg) was administered intravenously to rats.  At 36 hours after 
administration, rats were decapitated and the plasma and tissues were isolated and weighed.  
The tissue and plasma contents and plasma unbound fractions of (-)-R-clenbuterol and 
(+)-S-clenbuterol were determined as described in Materials and Methods.  Each value 
represents the mean ± S.D. (n = 5).  





Table 8  Tissue concentration and tissue-to-plasma concentration ratio (Kp) of 
(-)-R-clenbuterol and (+)-S-clenbuterol at 3, 24, and 36 hours after intravenous 
administration of (rac)-clenbuterol. 
 
    3 hr 24 hr 36 hr 
Concentration (ng/g) 
Plasma (-)-R-CLN  32.9 ± 1.1 12.2 ± 0.1 3.9 ± 2.2 
  (+)-S-CLN 24.2 ± 1.2* 5.2 ± 1.3* 0.9 ± 0.3* 
Liver (-)-R-CLN  3163 ± 965 163 ± 113 17.7 ± 5.2 
  (+)-S-CLN 2903 ± 691 208 ± 132* 22.9 ± 4.8* 
Kidney (-)-R-CLN  2564 ± 276 99.2 ± 74.3 6.9 ± 2.2 
  (+)-S-CLN 2639 ± 384 161 ± 117* 10.8 ± 1.9* 
Lung (-)-R-CLN  3582 ± 446 164 ± 152 10.2 ± 8.1 
  (+)-S-CLN 3529 ± 566 190 ± 187 9.8 ± 7.5 
Kp  
Liver (-)-R-CLN  50.4 ± 16.5 8.0 ± 4.1 5.3 ± 2.2 
  (+)-S-CLN 40.4 ± 11.3* 15.6 ± 6.1* 24.9 ± 5.8* 
Kidney (-)-R-CLN  40.7 ± 5.1 4.8 ± 2.7 2.0 ± 0.7 
  (+)-S-CLN 36.5 ± 5.2* 11.7 ± 6.1* 11.8 ± 3.0* 
Lung (-)-R-CLN  56.7 ± 5.8 7.8 ± 6.1 2.6 ± 1.0 
  (+)-S-CLN 48.6 ± 6.3* 13.0 ± 9.2* 9.8 ± 4.7* 
 
(rac)-Clenbuterol (2 mg/kg) was administered intravenously to rats.  At 3, 24, and 36 hours after 
administration, rats were decapitated and the plasma and tissues were isolated and weighed.  
The tissue and plasma contents and plasma unbound fractions of (-)-R-clenbuterol and 
(+)-S-clenbuterol were determined as described in Materials and Methods.  Each value 










ど差が認められなかった（Table 3, 4）。つまり、両エナンチオマーの MAT に差がないこと
が示され、また in situ 吸収実験の結果から吸収は極めて速やかであったため（Figure 17）、
光学特異性がないことが示された。 
ClenbuterolのCLtotは、(-)-R-clenbuterol のほうが 1.2倍大きい結果が得られた（Table 3）。
血漿タンパク非結合形分率が(-)-R-clenbuterol のほうが 1.5 倍大きいことから（Table 5）、
タンパク結合率の差が排泄過程における光学選択性を説明すると考えられる。また、分布容
積（Vdss）は(-)-R-clenbuterol のほうが 2.2 倍大きい結果が得られた（Table 3）。この結果も
またタンパク結合率の差によるものと考えられる。組織への移行や膜透過過程は血漿タンパ
ク結合率に影響を受けるため、その結果 CLtot の光学特異性に影響を及ぼしている可能性が
ある。しかし、タンパク結合率の差(1.5 倍)だけで Vdss の差(2.2 倍)を説明するには十分でな
いと考えられる。ところで、得られた clenbuterol の胆汁排泄や、十二指腸内投与後の急速で
完全な吸収がみられたことから(Table 4)、腸肝循環の存在が考えられた [30]。実際に、
Mancheeらは βアゴニストである salmeterol に腸肝循環があることを示しているため [52]、
clenbuterol にも腸肝循環することが考えられる。腸肝循環は再度吸収されることによりみか
け上投与量が変化し、Vdss に影響を与える。したがって、(-)-R-clenbuterol のほうが胆汁中





(-)-R-clenbuterol の CLtot のほうが有意に大きいことが明らかにされた。さらに尿中および
胆汁中排泄実験により求められた CLrおよび CLbileは、CLrにはの方が大きい傾向を示すも
ののその比（(-)-R-clenbuterol / (+)-S-clenbuterol）は 1.09 倍とたいへん小さかった。一方
CLbileは(-)-R-clenbuterol が約 4 倍高い値が得られた。また、これらの値を用いて代謝クリア
ランス（CLmet = CLtot - (CLr + CLbile ) を推定値として求めると、(-)-R-clenbuterol は 7.0 
mL/min/kg 、(+)-S-clenbuterol は 6.6 mL/min/kg) と算出され、その比は 1.06 と小さい
(Table 9)。これらの結果から、CLtot にみられた光学特異性は CLbile の違いによるものと考え
られた。この CLbile の光学特異性は、血漿タンパク結合形分率の違いが肝臓への clenbuterol
の取り込みに影響を及ぼしていることが考えられる。しかし、CLtot に対する CLbile の占める
割合は、(-)-R-clenbuterol が 12％、(+)-S-clenbuterol が 4％と大変小さく、また、CLtot に
光学特異性は見られるもののその比は 1.17 と小さいことから、全体の体内動態における差は
小さいものと考えられる。 
Table 9  Clearances of (-)-R-clenbuterol and (+)-S-clenbuterol. 
 
 Clearance (-)-R-clenbuterol (+)-S-clenbuterol R / S 
 (mL/min/kg) 
 
 CLtot 13.5 ± 1.8 11.5 ±  2.7 * 1.17 
 CLr  4.9 ± 0.7  4.5 ± 0.9  1.09 
 CLbile 1.6 ± 0.9 0.4 ± 0.2* 4.00 
 CLmet 7.0   6.6   1.06 
Total body clearance (CLtot), renal clearance (CLr) and biliary clearance (CLbile) of clenbuterol 
enantiomers were determined after i.v. administration of (rac)-clenbuterol (2 mg/kg) to rats.   
* Significant difference between (-)-R-clenbuterol and (+)-S-clenbuterol at p < 0.05; Student’s t 
test.  
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ラットの尿中排泄に関して、一般的に糸球体濾過率は 5.24 mL/min/kg であることが報告
されている [53]。 それぞれ、血漿タンパク非結合形分率 (Table 5) から糸球体ろ過速度を見
積もると、(-)-R- および(+)-S-clenbuterol は 2.6 mL/min/kg および 1.7 mL/min/kg であっ





布が完了し血液と組織で充分な平衡状態にあるとみられる、投与後 36 時間の Kp 値および
Kp,f 値を算出することにした。排泄臓器である肝臓と腎臓の組織内濃度および Kp,f 値は、
(+)-S-clenbuterol が有意に大きく、Kp,f 値の肝臓と腎臓はそれぞれ 7.3 倍と 9.2 倍大きかっ




投与後 36 時間の組織移行性の検討において Kp 値に差がみられたが、血漿中濃度が
(-)-R-clenbuterol のほうが約 4 倍高い値を示し、血漿中濃度差が大きいことが Kp 値の差に
に影響を及ぼしている可能性が考えられたため、clenbuterol 投与後 3 時間、24 時間のエナ
ンチオマー組織内濃度を測定した。投与後早期（投与後 3 時間）の時点では(-)-R-clenbuterol 








考えられた。そこで、これまでに得られた結果から以下を算出した。1 日 1 回、本研究と同
投与量(2 mg/mL) を投与したと仮定し、CLtot を用いて定常状態の平均血中濃度を算出する
と、(-)-R-clenbuterol が 51 ng/mL、(+)-S-clenbuterol が 60 ng/mL となる。血漿タンパク
非結合形分率から、定常状態における非結合形濃度は 26.5 ng/mL および 20.4 ng/mL と算
出され、(-)-R-clenbuterol のほうが高い結果となる。さらに組織への移行を考えると、最も
治療効果として重要と考えられる肺では、Kp 値より定常状態の組織濃度が 134 ng/g および
585 ng/g と算出され、(+)-S-clenbuterol のほうが約 4.3 倍高い。副作用が現れると考えら
れる骨に関しても、定常状態の組織濃度が 63.2 ng/g および 244 ng/g と算出される。最も濃
度の高かった肝臓は、269 ng/g および 1,491 ng/g と算出され、(+)-S-clenbuterol のほうが
約 5.5 倍高い。組織中濃度はいずれの組織においても(+)-S-clenbuterol のほうが 4 倍以上と
高く、長期にわたって薬効を及ぼす可能性があり、副作用につながると考えられる。ところ
で、von Deutsch らは、ラットへ clenbuterol 各異性体を 0.2 mg/kg を隔日で 2 週間連続投
与したとき、肝臓中のトラフ濃度は(-)-R-clenbuterol が 1.93 ng/g、(+)-S-clenbuterol が 46.55 
ng/g であり、(+)-S-clenbuterol のほうが約 24 倍高いことを示している [15]。今回算出され



















第 5章 結論 
本研究において、clenbuterol 光学異性体の動態の差を明らかにすることを目的に以下の
検討を行った。 
まず、Clenbuterol 光学異性体の LC-MS/MS を用いた高感度な測定法を確立し、測定限
界 0.25 ng/mL を得た。バリデーション試験を行い、安定に測定が行えることを確認した。
ラットにおける投与後の血漿中濃度推移より、本測定法により小動物における体内動態の解
析が十分行える測定法であることが示された（第１章）。 
次に、光学異性体間の相互変換の有無を調べるため、in vitro および in vivo において検














とを示唆する。さらに、clenbuterol の光学異性の転換が in vitro および in vivo で起こらな
いことが示されたことから、治療剤として光学異性的に純粋な(-)-R-clenbuterol を開発する
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